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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) de manera general es el conjunto de alteraciones
metabdlicas constituido por la obesidad de distribucion central, dislipidemia,
hipertension arterial, hiperglucemia e inflamacion. De manera local en el tejido
hepético el SM altera la concentracion de especies reactivas de oxigeno (EROS) por
medio de los &cidos grasos de cadena libre presentes en el tejido adiposo que
interactda con el érgano y se puede llegar a desarrollar la enfermedad del higado
graso no alcohdlica (EHGNA). Una alternativa para el tratamiento del SM y de la
EHGNA es el uso de plantas medicinales, en el presente trabajo se evaluo el efecto
antioxidante del extracto etandlico de Hippocratea excelsa mediante pruebas in vitro
frente al radical ABTS** CAso= 21.73 ng/mL, CAs0=18.05 ug/mL con el radical
DPPH* y 379.2 ug ET/g de extracto con el método FRAP y se elaboré un modelo
animal experimental de ratas Wistar macho con SM inducido por fructosa al 20%
afiadido en el agua y comida, para demostrar los efectos del extracto etandlico de
H. excelsa. Al término de la fase experimental, se observé un efecto anti-obesidad
al disminuir el indice de Lee de 0.34 a 0.3, un efecto hipotensor al regular la presién
arterial; un efecto hepatoprotector al evitar la hipertrofia del 6rgano, disminuy6 la
concentracion de las aminotransferasas ALT, AST vy las lipoproteinas de baja
densidad y un efecto antioxidante in vivo al normalizar la actividad de las enzimas:
catalasa, superdxido dismutasa Yy glutation peroxidasa, restaurando la
ultraestructura celular hepatica. Los resultados permiten considerar al extracto
etandlico de H. excelsa como una alternativa para el tratamiento del sindrome

metabdlico y la enfermedad del higado graso no alcohdlico.
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INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) es el conjunto de alteraciones metabdlicas constituido
por la obesidad de distribucién central (acumulacion de grasa en el torax y abdomen
principalmente), la disminucion de las concentraciones del colesterol unido a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), aumento de la presion arterial, hiperglucemia,
inflamacion y el aumento de la concentracion de triglicéridos. La Federacion
Internacional de Diabetes propone que para poder llevar a cabo el diagndstico del
SM es necesario que el paciente presente tres de los cinco factores previamente
mencionados (Zimmet et al., 2005). En comparacién, algunas otras instituciones
determinan el diagndstico del SM con algunos otros factores los cuales fueron

resumidos por Fernandez (2016) y se presentan en la tabla 1.

La prevalencia del SM se ha incrementado rapidamente alrededor del mundo no
solo en paises industrializados también en los paises en vias de desarrollo debido
al incremento en la ingesta de alimentos de las personas y la vida sedentaria (Otani,
2011).

México ocupa el lugar nimero uno a nivel mundial en obesidad; en donde su
poblacion al subdividirla en 4 rangos refleja que el 9.8% de los preescolares
presentd sobrepeso, 33.2% de los nifios en edad escolar también present6
sobrepeso, 36.3% de los adolescentes, el 72.5% de los adultos padece sobrepeso
u obesidad y la prevalencia de obesidad abdominal en esta parte de la poblacién es
del 76.6% (Hernandez et al., 2016). Est4 enfermedad es el principal precursor del
sindrome metabdlico (SM) el cual se esta convirtiendo en uno de los principales

problemas de salud publica del siglo XXI.



Tabla 1. Resumen de los criterios dingnﬂﬂimu del sindrome metabdalico

Critenios diagnosticos

OMS

EGIR

IDF

NCEP-ATP 111

Resistencia a la insulina

Disminucion de la captacion
de glucosa en condiciones
eughcemicas, con
hiperinsulinemia

Glicemia en ayunas = 6,1
(mmol/L)
PTG (mmol/L) =78
Dhabetes mellitus Diagnostico previo
Triglhicéndos (mmol/L) = 1,695
HDL-C {mmol/L) M=09
F=1,0
Presion artenial (mmHg) =140/

Dhametro cintura abdormnal M=90

(cm)
IMC (kg/m2)

F > 85
=30

Insulinemia =25% de
los valores en ayunas
en no diabeticos

=6,

Mo lo considera

Mo lo considera

= 2,00

0 tratamiento

< 1,0

O tratamiento
=140/90 o diagnostico
previo de hipertenso
M=04

F =380

Mo lo considera

Mo lo considera

=56

No lo considera
Diagnostico previo
= 1,70

o tratamicnto

M <1.04, F<1,29
o tratamicnto

Mo lo considera

=56

Alterada previamente
Diagnostico previo
=170

o tratamiento

M <104, F <1,29
0 tratamiento

=130/85 o diagndstico =1 30/85 o diagndstico
previo de hipertenso  previo de hipertenso

Vanable segin grupo M=>102

etnico

Mo lo considera

F>8R8

Mo lo considera

OMS: Orgamizacion Mundial de la Salud, EGIR: Grupo Europeo para el Estudie de la Resistencia a la Insulina, IDF: Federacion
Internacional de habetes, NCEP-ATP III: Tercer Reporte del Programa de Educacion sobre el Colesterol, el Panel de Expertos en
Diagndstico, Evaluacion v Tratamiento de la Hipercolesterolemia en Adultos M-sexo masculino; F-sexo femenino; HDL-C:
colesterol transportade por lipoproteinas de alta densidad; IMC-indice de masa corporal; Tratamiento-se refiere a presentar valores
normales de los lipidos en el momento del estudio pero estd bao tratamento por diagndshoo previo.

(Tabla tomada de Fernandez, 2016).



Un paciente diagnosticado con el SM es altamente propenso a desarrollar la
enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA), la cual se caracteriza por la
presencia de depdsitos de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos en forma de
vacuolas de tipo micro vesicular; la acumulacion excesiva de componentes lipidicos
y la nula adaptacion del hepatocito a ellos producen inflamacion celular y fibrosis,
causando la muerte celular de los hepatocitos por necrosis o0 apoptosis (Brea et al.,
2017). Aungue en una fase previa de la EHGNA se presenta una alta concentracion
de especies reactivas de oxigeno (EROs) en todo el organismo, pero principalmente
en el higado (Buqué, et al., 2008).

Los radicales libres son atomos, iones o moléculas ubicuitarias y difusibles que se
producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal
y las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo) al
interactuar con las principales biomoléculas del organismo. No obstante, los
radicales libres del oxigeno tienen una funcion fisioldgica en el organismo como la
de participar en la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, y de
prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y

favorecen la quimiotaxis.

Existe un término que incluye a los radicales libres y a otras especies precursoras
gue no se consideran radicales, pero que pueden participar en reacciones que
llevan a la elevacion de los agentes pro oxidantes y son las EROs las principales
son: Radical hidroxilo (HO"), Peréxido de hidrégeno (H202), Anidn superéxido (O2),
Oxido nitrico (NO) y el Peroxido (roo). Las EROs se generan a nivel intracelular y
extracelular. Entre las células relacionadas con la produccion de radicales libres del
oxigeno tenemos los neutréfilos, monocitos, macrofagos, eosinéfilos y las células
endoteliales. Las enzimas oxidantes involucradas son la xantina-oxidasa, la
indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa
oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-oxidasa y la NADPH

oxidasa. Algunas circunstancias que también producen EROs en el organismo son:
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dieta hipercaldrica, dieta insuficiente en antioxidantes, procesos inflamatorios y
traumatismos, fendmenos de isquemia y reperfusion, asi como el ejercicio

extenuante (Venereo, 2002).

Las concentraciones elevadas de las EROs producen dafio celular, como respuesta
a esto, las células cuentan con mecanismos de defensa conocidos como sistemas
antioxidantes. De las numerosas clasificaciones de los antioxidantes se recomienda

adoptar la que los divide por su origen (Rodriguez et al., 2001). Y de acuerdo con

Venereo, en el 2002, se clasifican como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de antioxidantes por su origen.

Origen

Accidn

1. Exogenos
Vitamina E

Vitamina C

Betacarotenos
Flavonoides, Licopenos

2.Endogenos

Enzimdticos

Superédxido dismutasa (SOD)
Catalasa (CAT)

Glutation peroxidasa (GPx)

3. No enzimaticos
Glutatién

Coenzima Q
Acido tioctico

Neutraliza el oxigeno singlete, captura
radicales libres de hidroxilo, captura
O2 y neutraliza peréxidos.

Neutraliza el oxigeno singlete, captura
radicales libres de hidroxilo, captura
O2 y regenera la forma oxidada de la
vitamina E.

Neutralizan el oxigeno singlete.

Cofactor

Cobre, sodio, manganeso.
Hierro

Selenio

Barreras fisiolégicas que enfrenta el
oxigeno a su paso desde el aire hasta
las células.

Transportadora de metales

(Transferrina y ceruloplasma).
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Las EROs inducen a la activacion de citosinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas como la 6 (IL 6) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B); causando inflamacion, resistencia a la

insulina y fibrosis hepatica (Barraza y Stalnikowitz, 2013).

La EHGNA causa a nivel local una mayor produccion de EROs derivadas del
aumento significativo del estrés oxidativo el cual produce inflamacion, alteracion en
los niveles de lipoproteinas y en una Ultima instancia esteatosis hepatica no
alcoholica (Akhlaghi, 2016).

Las lipoproteinas tienen la funcién de transportar lipidos a través de la sangre
principalmente el colesterol no esterificado, el colesterol esterificado, triglicéridos y
los fosfolipidos. Se clasifican por su densidad la cual determina su tamafio, asi las
lipoproteinas menos densas son las mas grandes y con mayor contenido de lipidos.
De mayor a menor tamafio estan los quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de densidad intermedia y
las lipoproteinas de alta densidad (respectivamente VLDL, LDL, IDL y HDL por sus
siglas en inglés) (Errico et al., 2013). Pero al existir una elevada concentracion de
las VLDL en el organismo derivado de la alteracion en su produccion por las EROs
estés lipoproteinas al pasar por el torrente sanguineo en grandes cantidades elevan
los niveles de triglicéridos, lo que causa hipertension arterial y en una fase aguda
arterosclerosis (Hernandez et al., 2011).

Los antioxidantes han sido sugeridos como agentes prometedores para el
tratamiento de la EHGNA ya que estos se encuentran disminuidos en dicha
patologia y tienen la capacidad de atenuar el dafio causado por la obesidad en el
paciente (Akhlaghi, 2016).

El tratamiento farmacolégico del SM y para atenuar la EHGNA consiste en la
aplicacion de diferentes farmacos para cada una de las patologias por separado.
Para el control de la obesidad se emplean farmacos como la Sibutramina y el
Orlistat, en el caso de la hiperglucemia se administra la Metformina principalmente,

para la presién arterial se utilizan los antagonistas de los receptores de la
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angiotensina Il, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y beta
bloqueadores, por ultimo, para la trigliceridemia se utilizan las estatinas (Dominguez
et al.,, 2013). No se ha definido un tratamiento farmacologico especifico para un
paciente que haya desarrollado esteatosis hepatica no alcohdlica, solamente se les
recomienda seguir el tratamiento indicado para el SM (Rovira et al., 2008).

La sibutramina actla a nivel central en el hipotalamo, bloqueando la recaptacion de
serotonina y noradrenalina produciendo un pequefio efecto termogénico y un efecto
anorexigeno el cual induce una pérdida de peso por reduccién global de la ingesta.
Por su parte el orlistat actia de manera local en el intestino delgado sobre la lipasa
pancreética e inhibe de forma selectiva la absorcion de grasa alimentaria, asi induce
una pérdida de peso por disminucion de la grasa corporal (El Ferrol y Coruiia, 2006).
La metformina tiene efecto antihiperglucemiante a través de acciones extra
pancreéticas. Su principal mecanismo de accion es el aumento de la sensibilidad a
la insulina en tejido hepético: disminucién de la glucogendlisis (liberacion hepatica
de glucosa) y neoglucogénesis (formacién de glucosa a partir de otros sustratos
como aminoacidos o glicerol). También aumenta la sensibilidad a la insulina en
tejido periférico (principalmente en muasculo) (Crespo, 2009). Los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina tienen un efecto inhibidor en la conversién de
angiotensina | a angiotensina Il; también impiden la desactivacion de la bradiquinina,
un potente vasodilatador. Interfieren con la interaccion de la angiotensina Il con la
norepinefrina y con la prostaciclina tisular local. Reducen la formacion de
angiotensina lll, la cual estimula la corteza suprarrenal para producir aldosterona,
reduciendo asi la concentracion plasmatica de sodio (Garcia, 1996). Por ultimo, las
estatinas disminuyen la sintesis enddgena de colesterol mediante inhibicién
competitiva de la enzima hidroximetil glutaril coenzima A reductasa, enzima limitante
en la biosintesis del colesterol. Ocupan una porcion del receptor bloqueando la

union del sustrato al lugar de la actividad enzimatica (Ceballos et al., 2008).
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Esté conjunto de farmacos desencadena una alta serie de efectos secundarios en
el organismo del paciente como ansiedad, desequilibrio metabdlico, déficit de
vitaminas liposolubles, heces grasas, taquicardia y excitabilidad, por mencionar
solamente algunos (Benito et al., 2005). Por lo que lleva a que en algunas ocasiones
el paciente abandone su tratamiento y recurra a otras alternativas de tratamiento,

como el uso de las plantas medicinales.

En México la medicina tradicional es utilizada principalmente en zonas rurales para
satisfacer las necesidades de atencion primaria de salud, evitando los efectos
secundarios provocados por los diferentes tratamientos farmacologicos (Meckes et
al., 2004). Actualmente en el pais se encuentra establecida a nivel institucional la
direccidbn de medicina tradicional y desarrollo intercultural; la cual tiene como
objetivo principal difundir, promover y aplicar los conocimientos sobre salud y la
enfermedad que los diferentes pueblos indigenas han acumulado a través de su
historia. Mediante la iniciativa de la creacién de hospitales integrales los cuales
estan encargados de proporcionar el tratamiento adecuado para las principales
patologias que afronta la poblacion mexicana primordialmente con los
conocimientos de la regidon en la que se encuentren y recopilando informacion de
las comunidades aledafas, las personas que se encargan de esta labor ya tienen
un término definido, el cual consiste en ser un terapeuta tradicional (SSA, 2013).

Para el tratamiento del SM se han estudiado diferentes plantas, por ejemplo: los
extractos del comino negro (Nigella sativa), el ajo (Allium sativum), tamarindo
(Tamarindus indica), azafran (Crocus sativus) (Fadlalla Eman- khojah Ebtijal, 2017)
y la jamaica (Hibiscus sabdariffa), lograron atenuar los padecimientos del SM
(Ajiboye et al., 2015).

En el caso de la EHGNA los estudios de las plantas con efecto hepatoprotector son
mas generales y algunas que presentan esa caracteristica son: el extracto del perejil
(Petrosilinum saitivum) (Troncoso-Guija, 2007), la semilla de salvia (Salvia
hispanica L.) (Rossi et al.,, 2011), albahaca (Ocimum basilicum), el ajo (Allium
sativum) (Bermudez et al., 2014) y el mortifio (Vaccinium floribundum) (Medina et
al., 2017).
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Una planta medicinal comunmente utilizada en el pais es Hippocratea excelsa Kunth
“Cancerina” (Figura 1), perteneciente a la clase Equisetopsida del orden Celestrales
y a la familia Celestraceae. Es un arbol bajo con ramas patentes el cual puede
alcanzar hasta ocho metros de alto, sus hojas son de forma eliptico-oblongas y su
apice redondeado u obtuso. Su distribucion abarca desde el sureste de México
hasta Panama (Jiménez, 2011). Principalmente se ocupa la corteza, para el
tratamiento de enfermedades de la piel, ulceras gastricas y por sus propiedades
como un pesticida, sin embargo, no ha sido ampliamente estudiada (Mata et al.,
1990).

En 2002 Navarrete y colaboradores aislaron las fracciones activas del extracto
etandlico de la corteza de la raiz de H. excelsa obteniendo principalmente sitosterol-
3-0-B-glucdsido, B-sitosterol y (-) epicatequina probando una actividad gastro

protectora en modelos animales.

Pérez y colaboradores, en 1995, reportaron actividad antiinflamatoria del extracto
etandlico de la corteza de H. excelsa encontrando que el extracto tiene un efecto
protector sobre la lisis de los eritrocitos y de la fase exudativa.

Mena y colaboradores, en el 2007, describieron dos nuevos triterpenos obtenidos
del extracto de la corteza de H. excelsa el primero es 21 B-hydroxyolean-12-en-3-
one y al segundo lo nombraron dzununcanone. Realizaron actividad antiprotozoaria
de ambos compuestos obteniendo una actividad elevada en contra del protozoario

Giardia lamblia.

Caceres y colaboradores, en el 2008, aislaron los compuestos de la corteza de H.
excelsa, obtuvieron seis triterpenos pentaciclicos, cinco oleanaceos y ursano.
Posteriormente sometieron los cinco compuestos oleanaceos a pruebas

antigiardiales obteniendo resultados negativos.

Los trabajos que se mencionan anteriormente hasta el momento de esta revision
para la planta H. excelsa son los Unicos relacionados con algun uso farmacolégico

y de algunos de los compuestos fitoquimicos presentes de dicho ejemplar.
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Figura 1. Hippocatea excelsa Kunth. a) Hojas de H. excelsa, b) Corteza de H. excelsa,

c) Corteza de H. excelsa. (Imagenes tomadas de: plantasdemexico.blogspot.mx)
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JUSTIFICACION

En México las plantas medicinales actualmente son utilizadas por la alternativa que
brindan por sus metabolitos secundarios activos que contienen y se evita el uso de
farmacos que en tratamientos de larga duracion ocasionan severos efectos
secundarios. En el caso del SM y la EHGNA su tratamiento farmacologico consta
de numerosos farmacos y un paciente diagnosticado con la patologia es muy
propenso a abandonar su tratamiento. Por lo tanto, se buscan nuevos blancos
terapéuticos que tengan efectos en mas de una de las manifestaciones clinicas con
la finalidad de crear un nuevo farmaco. Se ha llevado a cabo la busqueda de una
planta que podria ser utilizada para el tratamiento del SM y presentara algun efecto
hepatoprotector, esta se eligio de acuerdo con: a) que no tenga estudios previos
para las patologias anteriormente mencionadas b) que en los antecedentes se
muestren pruebas de algun efecto farmacoldgico y la descripcion de algunos
compuestos fitoquimicos que sean potencialmente funcionales. La planta que sera

utilizada en este estudio es H. excelsa.

HIPOTESIS

La administracion repetida por via oral de los compuestos fendlicos presentes en el
extracto etandlico de la corteza de H. excelsa en ratas Wistar con SM inducido por
fructosa, disminuira el dafio hepatico y las manifestaciones clinicas del SM.
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OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto antioxidante y hepatoprotector del extracto etandlico de H.

excelsa.

OBJETIVOS PARTICULARES

e |dentificar los principales grupos de metabolitos secundarios del extracto
etanolico de H. excelsa.

o Determinar el efecto antioxidante in vitro del extracto etandlico de H. excelsa.

e Medir la actividad de las enzimas catalasa, superoxido dismutasa y glutatién
peroxidasa en el higado de ratas con SM en presencia de los diferentes
tratamientos.

e Determinar la actividad de las aminotransferasas como indicadores de la
funcion del higado, en ratas con SM y bajo los diferentes tratamientos.

e Detectar histolégicamente el dafio hepatico en presencia de los diferentes

tratamientos.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico y obtencion del extracto etandlico de H. excelsa

Se llevo a cabo la identificacion de H. excelsa en el herbario IZTA de la FES-Iztacala,
posteriormente se obtuvieron 3 kg de la corteza seca de la planta en el “Mercado de
Sonora” ubicado en la colonia Merced Balbuena perteneciente a la delegacion
Venustiano Carranza de la Ciudad de México. La obtencién del extracto etandlico

se realiz6 mediante el método de maceraciéon (Dominguez, 1973) (Anexo A).
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Determinacion de los principales grupos de metabolitos secundarios del

extracto etanélico de H. excelsa

Se realizaron las pruebas correspondientes para la determinacion de la presencia o
ausencia de los siguientes metabolitos secundarios: alcaloides - Dragendorff y
Mayer; saponinas - prueba de la espuma; terpenos — vainillina + H2SOa; glicosidos
- prueba de Molisch (a-naftol + HCI); fenoles - cloruro férrico; cumarinas-(NaOH al

10%+ HCI al 10%);triterpenos - prueba de Lieberman.

Identificaciéon de los compuestos del extracto etandlico de H. excelsa
mediante cromatografia liquida de alta eficacia acoplado a espectrometria de

masas (HPLC-MS por sus siglas en inglés)

El perfil del HPLC-MS del extracto se llevo a cabo en el laboratorio nacional en
salud: diagnostico molecular y efecto ambiental en enfermedades cronico-
degenerativas de la FES-Iztacala, usando un instrumento Agilent G6230B acoplado
con un espectrometro de masas como detector (Agilent Techonologies, Santa Clara,
CA, EE. UU.). Se utilizd6 una columna capilar SE 30 (30 m x 0,2 mm; Agilent
Techonologies) para el andlisis. La temperatura fue de 250 °C. Se inyect6 una
muestra de 20 ul en modo dividido (90:10). Se utilizé nitrégeno como gas acarreador
a una velocidad de flujo de 0,2 mL min-1 y el tiempo total de funcionamiento fue de
60 minutos. La identificacibn de los fitocomponentes se realiz6 mediante
comparacioén con los estandares publicados por el Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia.

Analisis in vitro del efecto antioxidante del extracto etandlico de H. excelsa

El extracto etandlico se sometié a las siguientes pruebas con la finalidad de

determinar su efecto antioxidante y concentracion de fenoles totales.
a) Reaccion de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965) (Anexo B).

b) Reaccion con el radical 2,2"-azino-bis (3-etil benzotiazolin-6 sulfonato de
amonio [ABTS]) (Método modificado de Re et al., 1999) (Anexo C).
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c) Reaccion del radical 2,2-difenil-picril-hidracilo (DPPH*) (Método modificado de
Murillo, 2006) (Anexo D).

d) Poder antioxidante de la reduccién férrica (FRAP) (Método modificado de Benzie
y Strain, 1996) (Anexo E).

Modelo animal experimental

Se utilizaron 25 ratas macho cepa Wistar las cuales fueron proporcionadas por el
bioterio FESI ubicado en las instalaciones de la FES-Iztacala. Los organismos se
seleccionaron en su etapa adulta con un peso de 200-250g. Se mantuvieron en
condiciones de temperatura entre 18°-26 °C, humedad ambiental del 30% al 70% y
ciclos de luz y oscuridad 12:12. Siguiendo en todo momento las reglas establecidas

en la NOM-062-Z00-1999.

El establecimiento del SM en los grupos experimentales se logré dando la ingesta
de un afadido del 20% de fructosa en el agua para beber y en la comida durante 12
semanas, a partir de la 132 semana se empez0 la aplicacion de los tratamientos y
tuvo una duracién de seis semanas dando paso a la finalizacion de la fase
experimental. Los grupos contaron con cinco ratas experimentales cada uno y

estuvieron distribuidos de la siguiente manera:

Grupo control negativo: Se les suministré alimento (44.2% de carbohidratos, 18%
proteina, 6.2% de grasa; 3.1kcal / g; Teklad Global dietas, HarlanLaboratories Inc.,
Indianapolis, IN, EE.UU.) y agua ad libitum durante las 18 semanas experimentales.

Grupo con Fructosa (control positivo): se les proporcioné un afiadido de fructosa al

20% en el alimento y agua para beber durante las 18 semanas.

Grupo con Vitamina E 500mg/kg (+): se les suministré un afiadido de fructosa al
20% en el alimento y agua para beber; de acuerdo con el peso de cada organismo,
solamente las dltimas 6 semanas del desarrollo experimental, en conjunto se les
administré diariamente a las seis de la tarde via oral con ayuda de una canula la

Vitamina E, la cual es de la marca Eternal.



Villafuerte Anaya, 2018.

Extracto etandlico 30 mg/kg: la porcién extra del 20% de fructosa se mantuvo
constante en el alimento y el agua para beber. Igualmente, en las seis semanas
finales de la fase experimental, al mismo tiempo, diario a las 6:30 de la tarde se
proporciond el extracto oralmente, con ayuda de una canula evitando que esté se

derramara.

Extracto etandlico 100% mg/kg: también para este grupo a lo largo de las 18
semanas se mantuvo el 20% de fructosa en el alimento y el agua para beber. De
acuerdo con el peso de cada individuo, se administr6 al mismo tiempo el
tratamiento, a diario a las siete de la tarde durante las 6 semanas previas a concluir
el desarrollo experimental. Mediante una canula se evitd el desperdicio del mismo

extracto.
Diagndstico del sindrome metabdlico y seguimiento

Para poder detectar la inducciébn del SM en los organismos experimentales se
midieron a las 0 y 12 semanas los principales pardmetros para cada patologia y a

las 18 semanas se volvieron a medir los mismos parametros.

Obesidad: para llevar el seguimiento de la obesidad en las ratas se pesaron una
vez a la semana durante el lapso de la fase experimental y se calcul6 el indice de

Lee.

Pardmetros bioquimicos en sangre (colesterol, glucosa y triglicéridos): para la
determinacion de las concentraciones plasméaticas de cada parametro estas se
obtuvieron mediante tiras reactivas al tiempo 0, 12 y a las 18 semanas con la

utilizacién de un glucometro Sensor Accutrend (Roche).

Presion arterial: la presion arterial sistélica se registro al inicio, a las 12 semanas y
a las 18 semanas mediante la pletismografia no invasiva (Model LE; LeticaScientific

Instruments, Barcelona, Espafia) (Zhao et al., 2011).
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Parametros bioguimicos en sangre

Se tomaron muestras de sangre en tubos heparinizados, las cuales fueron
centrifugadas a 5000 g durante 15 minutos. Las muestras de plasma se separaron
en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis. La
concentracion plasmatica de lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL) y la
concentracion de aminotransferasas ALT y AST, se determinaron mediante un Kit
(Spinreact BEIS09-BEIS11), de acuerdo con los estandares proporcionados por el
fabricante.

Determinacion bioquimica del efecto antioxidante del extracto etandlico de H.

excelsa

Se realizaron homogenizados del tejido hepatico de cada grupo experimental y se
sometieron a las siguientes reacciones enzimaticas antioxidantes para determinar

su actividad.

a) Catalasa (Método de Aebi. 1983) (Anexo F).

b) Glutation peroxidasa (Método de Paglia y Valentine, 1967) (Anexo G).

c) Superoxido dismutasa (Método de Beauchamp y Fridovich, 1971) (Anexo H).

Andlisis histoldgico

Se extrajo el higado de los organismos el cual se utiliz6 para el andlisis histolégico.
El higado fue colocado en una solucion de formaldehido al 10% por 24 horas. La
muestra del tejido se lavd con agua de la llave 4 veces por 15 minutos,
posteriormente para la deshidratacion del tejido se colocé en diferentes
concentraciones de alcoholes: 70%, 80%, 90%, 96% y absoluto durante 60 minutos
cada uno, posteriormente el tejido se incluy6 en parafina, se realizaron cortes en el
micrétomo marca GROSOR los cuales fueron colocados en portaobjetos y se

tiferon con Hematoxilina-Eosina (Anexo 1).



Villafuerte Anaya, 2018.

Andlisis estadistico.

Los datos recabados se analizaron en el programa Microsoft Excel 2016 con
ANOVA simple y posteriormente se hizo una prueba post hoc de Tukey. La prueba

se considero significativa con una p<0.05.
RESULTADOS
Identificacién de la planta

La planta fue identificada en el Herbario “IZTA” de la FES Iztacala UNAM, como H.
excelsa (HBK). El ejemplar de respaldo se integré a la coleccion cientifica con el

namero de registro 1IZTA2486.
Determinacion de la composicion quimica del extracto etandlico de H. excelsa
Pruebas cualitativas

Las pruebas cualitativas de identificacion de los principales grupos de metabolitos
secundarios confirmaron la presencia de saponinas, terpenos y fenoles al dar un

resultado positivo para cada una de las pruebas correspondientes (Tabla 3).

Tabla 3. Grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandélico de

H. excelsa.
Grupo de metabolitos secundarios Resultado
Alcaloides -
Saponinas +
Terpenos +
Glicésidos -
Fenoles +
Cumarinas .
Triterpenos/Esteroides +

(+) Prueba positiva, (-) Prueba negativa
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Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en inglés) del

extracto etanélico de H. excelsa

El analisis por HPLC realizado en el extracto etandlico de H. excelsa demostro la

presencia de cinco compuestos; de los cuales tres fueron identificados mediante

comparacion con los estandares del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia.

Los compuestos identificados son: la vainillina, la genisteina y el acido oleandlico,

que se muestran en la figura 2 en los tiempos de retencion 9.28, 25.85y 41.03 min.

El acido oleandlico fue el compuesto mas abundante en la muestra, con 51.49%.
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Figura 2. Cromatograma obtenido mediante HPLC del extracto etandlico de H. excelsa.
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Cuantificacion del contenido de fenoles totales

La determinacion de los fenoles totales se llevo a cabo interpolando los valores
obtenidos por el extracto etandlico en la curva patron de acido galico (Figura 3),

obteniendo un total de 286.4 mg EAG/g de extracto.
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Figura 3. Curva patrén del 4cido galico para la cuantificacién de fenoles totales.
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Anédlisis in vitro del efecto antioxidante del extracto etandélico de H. excelsa

Método de reducciéon del radical ABTS*

El extracto etandlico de H. excelsa presento actividad antioxidante frente al radical
ABTS™*. En la concentracion de 70 ug/mL el extracto redujo al radical en un 99%.

Ademas, la CAso del extracto ante el radical fue de 21.73 pg/mL (Figura 4).
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Figura 4. Actividad antioxidante del extracto etandlico de H. excelsa frente al radical ABTS**
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Método de reduccion del radical DPPH*

En la técnica realizada con el radical DPPH?*, el extracto etandlico de H. excelsa
también presentd actividad antioxidante, al reducir el radical 88% a partir de la

concentracion de 50 ug/mL (Figura 5). El extracto mostré una CAsode 18.05 pug/mL.
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Figura 5. Actividad antioxidante del extracto etandlico de H. excelsa frente al radical DPPH".
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Método de capacidad antioxidante por reduccion férrica (FRAP)

Por dltimo, el extracto etandlico de H. excelsa tuvo actividad antioxidante en
presencia del reactivo FRAP, reduciendo el hierro en estado férrico (Fe**) a un
estado ferroso (Fe?*). El extracto presentd un total de 379.2 ug ET/g de extracto, el
cual se obtuvo de la interpolacién de los valores obtenidos en la curva patron de

trolox, la cual se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Curva patrén de Trolox con el reactivo FRAP.
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Modelo animal experimental del Sindrome Metabdlico.

Los organismos se escogieron aleatoriamente, posteriormente se midieron los
pardmetros mencionados en la tabla 4 para determinar si los organismos se

encontraban en un estado de salud aceptable.

Tabla 4. Parametros metabdlicos iniciales.

Variable Grupo Control Grupo Fructosa
Peso corporal Inicial (g) 231+4.37 225 £ 2.99
indice de masa corporal (g/cm?) 0.77 + 0.04 0.77 £ 0.08
Circunferencia abdominal (cm) 15.4 + 0.4 14.76 £ 0.36
indice de Lee 0.35 £ 0.01 0.36 £ 0.02
Glucosa en plasma (mg/dL) 85.2 + 3.44 89.21 t 5.83*
Trigliceridos en plasma (mg/dL) Bajo Bajo
Colesterol en plasma (mg/dlL) Bajo Bajo
Presién arterial sistélica (mm Hg) 111.8 + 5.59 105.8 + 6.91*

Valores promedio + ES (n= 5 para el grupo control y n= 20 para el grupo de fructosa)
*Estadisticamente significativo comparado con el grupo control; (p<0.05).
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La tabla 5 muestra los resultados de los diferentes pardmetros para determinar la

presencia del SM después de administrar la dieta de fructosa afiadida en agua y

alimento al 20% durante 12 semanas. Hubo un aumento en el peso corporal, el

indice de Lee, los triglicéridos, la presion arterial y la ingesta de agua y alimento

(p<0.05). Se determiné el diagndstico del SM al presentar 3 de los 5 factores de

riesgo entre los que se determind la presencia de hipertrigliceridemia (239 mg/dL),

obesidad (indice de Lee >0.3) e hipertension arterial (Valor = 140); lo cual dio paso

a la ultima etapa del modelo experimental.

Tabla 5. Variables metabdlicas a las 12 semanas de induccion del SM.

Variable

Grupo Control

Grupo Fructosa

Peso corporal 12 semanas (g)
Ganancia de peso corporal (%)
indice de masa corporal (g/cm?)
Circunferencia abdominal (cm)
indice de Lee

Glucosa en plasma (mg/dL)
Trigliceridos en plasma (mg/dL)
Colesterol en plasma (mg/dL)
Ingesta de alimento (g/dia)
Ingesta de agua (mL/dia)

Presion arterial sistélica (mm Hg)

0.89 + 0.04
17 £ 0.58
028 + 0.01

436 £ 10 *
93.77%

0.88 + 0.05
22 £ 0.085
0.34 + 0.01*
88+ 2
239+ 18*
136 £ 15
48 + 3 *
79 £13*
140 £ 5*

Valores promedio = EEM (n= 5 para el grupo control y n= 20 para el grupo de fructosa).

*Estadisticamente significativo comparado con el grupo control; (p < 0.05).
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Al finalizar la fase experimental, después de dar seis semanas los tratamientos
correspondientes se cuantificaron los parametros correspondientes del SM como se

observa en la tabla 6 y de manera gréafica se analizaron a detalle algunos de ellos.

Tabla 6. Variables metabdlicas a las 18 semanas de induccion del SM.

Variable Control Fructosa Vit E Ext 30 Ext 100
Ingesta de alimento 42t 4 14 £ 5% 15 + 4% 16 + 4% 18 + 4%
(g/dia)
Ingesta de agua 42 t 4 70 £ 5% 87 + 8*& 69 + 9% 76 £ 10*&
(mL/dia)
indice de Lee 0.31 0.36 £0.02 0.30 = 0.30 * 0.30 £
0.01 * 0.008% 0.003% 0.014&
Glucosa en plasma 80x5 90t 4 91 +3 91 +2 96t 4
(mg/dL)
Colesterol en plasma 100 121 £ 10* 112 £ 9& 139 £13* 138*11*
(mg/dL)
Presién arterial sistélica 110+ 3 145 * 4* 125 + 2& 118 + 4& 117 £ 1&
(mm Hg)

Valores promedio = EEM (n= 5 para cada grupo experimental). * Estadisticamente significativo

comparado con el grupo control; & Estadisticamente significativo comparado con el grupo de fructosa
(p<0.05).

Los parametros de obesidad (indice de Lee) y presion arterial después del
tratamiento con las dos concentraciones del extracto etandlico de H. excelsa
regresaron a valores normales. Para el caso de los triglicéridos los resultados se

mantuvieron elevados (figura 7), por lo cual se dio paso a la elaboracion de un perfil
lipidico el cual se muestra en la figura 8.
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Figura 7. Valores promedio de triglicéridos en cada grupo experimental; Cada punto representa la

media + EEM de 5 ratas por grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P < 0.05 fructosa vs
tratamientos.
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Figura 8. Concentracién plasmética de lipoproteinas en presencia de los diferentes tratamientos; A)
lipoproteinas de alta densidad; B) lipoproteinas de baja densidad. Cada punto representa la media £

EEM de 5 ratas por grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P < 0.05 fructosa vs tratamientos

Al desglosar la proporcién de lipoproteinas de alta y baja densidad, se puede
observar que en el caso del grupo de fructosa la concentracion de HDL esta
disminuida ya que se recomienda tener una concentracion superior a 1.5 mmol/L y
en contraparte la concentracién de LDL esta elevada teniendo como referencia el
valor maximo permitido que es 2.6 mmol/L por lo cual se podria detectar el mal
funcionamiento del tejido hepético. El tratamiento con ambas concentraciones del
extracto etandlico de H. excelsa logré6 disminuir a valores aceptables las
concentraciones de LDL, pero no pudieron alcanzar valores optimos de HDL sin
embargo si mostraron diferencias significativas en relacion con el grupo tratado con
fructosa. A continuacion, se presenta en las figuras 9 (A 'y B) y 10 el peso corporal
de los animales, el peso del higado y la relacién peso corporal/ peso del higado

respectivamente.
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Figura 9. A) Peso corporal (g) en respuesta a los diferentes tratamientos, B) peso del higado (g) en

respuesta a los diferentes tratamientos. Cada punto representa la media + EEM de 5 ratas por grupo;

*P < 0.05 control vs tratamientos; & P < 0.05 fructosa vs tratamientos.
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Figura 10. Relacién peso higado/ peso corporal. Cada punto representa la media + EEM de 5 ratas

por grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P< 0.05 fructosa vs tratamientos.

Al observar los pesos corporales, no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos experimentales. En el caso de los pesos de los higados solo mostraron
diferencias significativas los del grupo de fructosa con relacién al grupo control
(higados mas grandes) y el grupo de vitamina E presentd diferencias significativas
en relacion con el grupo de fructosa (higados mas pequefios y de pesos cercanos

al grupo control).

Al observar la relacion peso corporal/ peso del higado el grupo de fructosa tiene la
mayor proporcion (hipertrofia) y tiene diferencias significativas con respecto al grupo
control, el grupo tratado con la vitamina E tiene una proporcion normal cercana al
grupo control. La concentracion de 30 mg/kg de extracto etandlico de H. excelsa no
presentd mejorias en relacién con el grupo de fructosa, en cambio la concentracion
de 100 mg/kg alcanzé un valor cercano al grupo control y mostré diferencias
significativas en relacién al grupo tratado con fructosa lo cual nos permite inferir un

efecto hepatoprotector.

Para demostrar ese efecto se cuantificaron las aminotransferasas ALT y AST, las
cuales son indicadoras de dafio hepatico en el organismo, los resultados se

muestran en la figura 11.
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Figura 11. Concentracién plasmatica de aminotransferasas en respuesta a los diferentes
tratamientos. A) Aminotransferasa ALT, B) Aminotransferasa AST; Cada punto representa la media
+ EEM de 5 ratas por grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P< 0.05 fructosa vs tratamientos.
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La relacién peso corporal/ peso del higado, del cual se habia inferido un efecto
hepatoprotector fue comprobado con la concentracion de ALT y AST en plasma. El
grupo de fructosa presenta dafio hepatico al tener una concentracion de 37 U/L de
ALT y de 25.6 U/L de AST, los valores maximos permitidos son de 22 U/L para ALT
y de 19 U/L en el caso de la AST.

Los grupos experimentales de vitamina E y ambas concentraciones del extracto
regresaron a valores normales para la aminotransferasa ALT, pero presentaron
diferencias significativas en relacion al grupo control. Para la aminotransferasa AST
los tratamientos de vitamina E y la concentracion de 30mg/kg regresaron a valores
aceptables, pero presentaron diferencia significativa con el grupo control, en cambio
la concentracion de 100 mg/kg también obtuvo un valor aceptable y no mostré
diferencia significativa con el grupo control, por lo cual se puede determinar que esta

concentracion tiene el mejor efecto hepatoprotector.



Villafuerte Anaya, 2018.

Determinacion bioquimica del efecto antioxidante del extracto etandlico de H.

excelsa en higado de rata

Se cuantificaron las enzimas antioxidantes: catalasa (Figura 12), superoxido
dismutasa (Figura 13) y glutatién peroxidasa en homogeneizados de higado de rata
en presencia de los diferentes tratamientos (Figura 14) con la finalidad de
determinar si hubo un cambio en la produccion de ellas provocando una alteracion

de la actividad antioxidante.
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Figura 12. Actividad antioxidante de la enzima catalasa en el homogeneizado de higado en
presencia de los diferentes tratamientos; Cada punto representa la media + EEM de 5 ratas por

grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P< 0.05 fructosa vs tratamientos.

La enzima catalasa se encontré disminuida y present6 diferencias significativas con
relacion al grupo control en el tratamiento de la fructosa, vitamina E y la
concentracion de 30 mg/kg; aungue esta ultima tuvo mejoria con relacion al grupo
de fructosa. En la concentracion de 100 mg/kg se puede observar una mayor
produccion de la enzima en relacion al grupo control pues mejora la actividad

antioxidante en el érgano hepatico
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Figura 13. Actividad antioxidante de la enzima superdxido dismutasa en el homogeneizado de
higado en presencia de los diferentes tratamientos; Cada punto representa la media + EEM de 5

ratas por grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P< 0.05 fructosa vs tratamientos.

Para el caso de la enzima superdxido dismutasa, los grupos experimentales
mostraron una mejoria significativa en relacion con el grupo solo tratado con

fructosa, aunque no lograron alcanzar el valor obtenido del grupo control.
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Figura 14. Actividad antioxidante de la enzima glutatién peroxidasa en el homogeneizado de higado
en presencia de los diferentes tratamientos; Cada punto representa la media + EEM de 5 ratas por

grupo; *P < 0.05 control vs tratamientos; & P< 0.05 fructosa vs tratamientos.
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Por dltimo, la concentracidon de la enzima glutation peroxidasa en los tratamientos
experimentales no demostraron un aumento significativo en relacion al grupo
tratado con fructosa, por lo cual dicha actividad antioxidante se mantuvo en valores

disminuidos con relacién al grupo control.

Andlisis Histoldgico

En los cortes histolégicos de higado de rata tomados después de seis semanas de
tratamiento, las muestras del grupo control que se observan en la figura 15a
mostraron un higado normal ya que los hepatocitos no se encuentran afectados o
modificados de alguna manera, en comparacion el grupo tratado solo con fructosa,
el cual presentd un higado con perdida de hepatocitos con un grado de inflamacién
considerable, lo que provocé modificacion en la estructura celular, lo cual es
evidente por la formacion de espacios intersticiales en algunas regiones del tejido

hepatico (Figura 15b).

Por otra parte, el higado del grupo tratado con vitamina E se observo similar al del
grupo control (Figura 15c), las muestras de las concentraciones de 30 mg/kg y
100mg/kg del extracto etandlico de H. excelsa que se pueden apreciar en las figuras
15d y 15e respectivamente provocaron una proliferacion de hepatocitos, lo cual
restauro el higado a condiciones normales muy parecidas al grupo control.
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Figura 15. Cortes histolégicos sagitales de tejido hepatico a 400X, realizados con la técnica H&E.
A) Control, B) Fructosa, C) Vitamina E, D) Extracto de H. excelsa 30 mg/kg y E) Extracto de H.

excelsa 100mg/kg. Hepatocitos (H), hepatocitos inflamados (HI), inflamacién () y espacios

intersticiales (El).
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DISCUSION

La cultura de la medicina tradicional es el conjunto de ideas, muy cercano a las
creencias y modos de ver y de pensar; resultando en una cultura natural. Desde un
enfoque etnobotanico nos adentramos en la naturaleza a través de las plantas, con

la finalidad de encontrar tratamientos alternativos (Aparicio, 2005).

El extracto etandlico de H. excelsa presento saponinas, las cuales pertenecen al
grupo de metabolitos constitutivos y estdas pueden ser moléculas del tipo
glucosiladas, triterpenoides, esteroides o alcaloides esteroideos (Morrisey y
Osbourn., 1999). Las saponinas tienen efectos de toxicidad para algunos
microorganismos, insectos, animales y hongos (Diaz., 2009) las cuales pueden
estar ligadas al efecto antigiardial (Mena et.al., 2007) y pesticida en general (Mata
et al., 1990).

También fueron positivas las pruebas para terpenos y triterpenos/esteroides, los
cuales son metabolitos secundarios no nitrogenados relacionados a la actividad
antioxidante que pueden proporcionar en las plantas y pueden tener un efecto toxico
contra insectos y microorganismos (Sepulveda et al., 2003). H. excelsa se
caracteriza por tener un alto contenido de terpenos y triterpenos principalmente en

la parte de la raiz y la corteza de la planta (Caceres et al., 2008).

Por altimo, el extracto etandlico dio positivo a la prueba del cloruro férrico, lo cual
no indica la presencia de compuestos fendlicos, pero las determinaciones de
alcaloides, glicésidos y cumarinas resultaron ser negativas. Anteriormente esto no

se habia reportado en ningun trabajo relacionado a H. excelsa.
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El HPLC-MS del extracto etandlico de H. excelsa logro identificar tres compuestos:
la vainillina (<1%), genisteina (<1%) y el acido oleandlico en un 51.49%; pero una
molécula que fue no identificada tuvo una abundancia del 40.86%. Mena y
colaboradores (2007) reportaron que el acido oleandlico es un triterpeno, el cual
esta presente en la corteza y la raiz de H. excelsa en una elevada concentracion, lo

cual concuerda con lo reportado en este trabajo.

El acido oleandlico presenta actividad hepatoprotectora, anti-hiperlipidemia, anti
inflamatoria e hipoglicemica segun el compendio de estudios que realizd Liu en
1995. En el presente trabajo el acido oleandlico que se encuentra en el extracto
etandlico de H. excelsa puede ser el compuesto activo que otorga la capacidad
hepatoprotectora, anti-hiperlipidica y anti inflamatoria en el modelo animal de SM

gue se desarrolld.

Al cuantificar la presencia de compuestos fendlicos en el extracto etandlico de H.
excelsa presentd una alta concentracion de fenoles, ya que se obtuvieron 286.4mg
EAG/g de extracto, lo cual es relevante debido a que se ha reportado que existe una
relacion directa entre la concentracion de fenoles y la actividad antioxidante (Xu et
al., 2007), debido a que este grupo de metabolitos secundarios presentan la
propiedad de poder donar o transferir un electron de sus grupos hidroxilo aromaticos

a un radical libre (L6pez et al., 2003).

Cabe mencionar que los resultados de la actividad antioxidante del presente trabajo
representan informacion que contribuye con el conocimiento de las propiedades
medicinales de H. excelsa, ya que no se han reportado trabajos de actividad
antioxidante in vitro de ninguna especie del género Hippocratea por lo cual los

resultados obtenidos son los primeros en este sentido.

Los resultados de la actividad antioxidante sugieren que el extracto etandlico de H.
excelsa puede considerarse un buen antioxidante, debido a que la CAso que reduce
a los radicales ABTS** y DPPH® fueron de 21.73 pg/mL y 18.05 pg/mL
respectivamente, y en cuanto al poder antioxidante de reduccion férrica se obtuvo

que el extracto posee 379.2 ug ET/g de extracto.
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Lo mencionado puede afirmarse ya que La FDA (Food and Droug Administration,
USA) considera que un compuesto 0 mezcla es un buen antioxidante si presenta

valores de CAso por debajo de los 200 ug/mL (Gardziella et al., 2000).

Por otra parte, la implementacion del modelo animal del SM mediante la
administracion de una dieta con un 20% de fructosa afiadida en agua y alimento fue
exitosa; se ha estudiado anteriormente que el incremento del consumo de la
fructosa en la sociedad va en aumento y contribuye al desarrollo de las patologias
del SM y su relacién con la esteatosis no alcohdlica (Bray et al., 2004). Al tiempo
cero se tomaron los parametros bioquimicos en sangre obtenida de la cola de cada

rata, los cuales se encontraron dentro de los valores normales (Tabla 4).

Posteriormente se dio paso a la administracion de la dieta con fructosa afiadida.
Durante esa etapa se observd un incremento en la ingesta del agua y alimento
conforme transcurrié el tiempo, el cual es producido por la adiccion que puede
generar el consumo del monosacarido en elevadas cantidades, incrementando el

peso corporal y el indice de masa corporal en el organismo (Nakagawa et al., 2005).

Al término de las 12 semanas de la administracion de la dieta de fructosa se
volvieron a tomar los mismos parametros que al tiempo cero para diagnosticar la
presencia de SM (Tabla 5), los animales presentaron obesidad al tener un valor
mayor a 0.3 de indice de Lee, el cual considera el peso corporal del animal y la
longitud hocico-anal (Suarez et al., 2013), hipertensién arterial y trigliciridemia; las
cuales estan estrechamente relacionadas con la obesidad segun el trabajo realizado
por Panchal y colaboradores, quienes en el 2011 mencionan que la ingesta de una
dieta alta en concentraciones de fructosa ocasiona afectaciones cardiovasculares y

la bioquimica sanguinea se altera.

En la caracterizaciéon del modelo de SM en ratas macho Wistar, elaborado por
Mamikutty y colaboradores (2014) mencionaron el aumento en la ingesta de agua y
alimento, incremento en la circunferencia abdominal, aumento en el peso corporal,

hipertension arterial y trigliceridemia con una dieta concentrada del 20% de fructosa
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afadida. Al igual que el presente trabajo se lograron obtener esas patologias con la

misma concentracion de fructosa anadida.

Al tener tres de los cinco factores de riesgo se diagnosticé el SM, estos resultados
concuerdan con lo reportado por Merino y colaboradores (2014), ellos elaboraron
de igual manera un modelo animal experimental con fructosa afiadida y después de
las 12 semanas encontraron aumento de peso e indice de Lee elevado,
trigliceridemia y ellos afiadieron un aumento en la concentracion de la

aminotransferasa ALT en plasma sanguineo.

No se lograron obtener niveles elevados de glucosa y colesterol en plasma
sanguineo en el modelo animal desarrollado en el presente estudio porque la
concentracion de fructosa afiadida fue baja (20% extra afladido) esto comparado
con los trabajos de Prakash y cols (2014); Merino y colaboradores (2014) reportaron
gue la concentracion minima de fructosa afiadida debe ser del 35% hasta un 60%
para obtener valores por encima del rango permitido; aunque también enfatizan que
hay insulino-resistencia en puntos locales del organismo al ingerir niveles bajos de

fructosa en la dieta.

Después de que se diagnostico el SM, se dio paso a la aplicacién de los tratamientos
durante las seis semanas anteriormente mencionadas. Al terminar la fase
experimental y tomar de nueva cuenta los parametros del SM (tabla 6) se observo
un efecto antiobesidad mediante la disminucion del indice de Lee y el peso final de
los organismos experimentales a valores normales en los tratamientos de las
concentraciones de 30mg/kg y 100mg/kg del extracto etandlico de H. excelsa, en
comparacion con lo reportado por Younis y colaboradores (2017) del extracto de
Asphodelus tenuifolius el cual fue administrado en una dosis de 500 mg/kg en ratas
Wistar con SM, no logro tener diferencias significativas en cuanto al peso final y no

presentod algun efecto antiobesidad.

La hipertension arterial al ser una de las complicaciones mas sencillas de adquirir
en un modelo de SM inducido por fructosa y de la cual se desprenden diferentes

patologias cardiovasculares provoca un alto riesgo de mortalidad. Actualmente se
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estan buscando tratamientos alternativos con efectos hipotensores para prevenirla
(El-Bassossy et al., 2014). En el presente trabajo, con la administracion del extracto
etandlico de H. excelsa en los grupos experimentales se logré tener un efecto
hipotensor, al disminuir la presion arterial sistdlica y mantenerla en el rango

aceptable no mayor a 140 mmHg.

El grupo experimental al que se le administro vitamina E también mostré un efecto
antiobesidad e hipotensor, restaurando a niveles normales el indice de Lee y la
presion arterial; comparado con la investigacion de Wallinger y colaboradores
(2011), en la cual también demostraron mejoria en dichas patologias del SM y
anaden que el uso prolongado de la vitamina E puede ser una alternativa de

tratamiento para el SM.

La hiper-trigliceridemia diagnosticada a las 12 semanas no se logré disminuir al
término de la aplicacion de los tratamientos (figura 7), esto debido a la ingesta diaria
de fructosa la cual provoca que los niveles de triglicéridos continden en valores
elevados, aunque en su composicion pueden variar la proporcion de lipoproteinas

de baja y alta densidad (Delzeene et al., 2002).

Se elabor6 un perfil lipidico para observar las proporciones de LDL y HDL en cada
tratamiento (figura 8). El grupo de fructosa mostré una elevacion de LDL y una
disminucién de HDL, en cambio ambas concentraciones del extracto etandlico de
H. excelsa restauraron la concentracion de LDL a un rango aceptable y aunque no
pudieron mejorar la concentracion de HDL si presentaron diferencias significativas
respecto al tratamiento de la fructosa, por lo que se infiere un efecto
hepatoprotector. Al compararse con lo reportado por Al-Rasheed y colaboradores,
en el 2014, el extracto etandlico de H. excelsa presenta mejores resultados que los
extractos de Nigella sativa y Allium sativum ya que ambos no muestran diferencias
significativas en el perfil lipidico y estan considerados como tratamientos

alternativos para el SM.

Para comprobar el efecto hepatoprotector, se necesitd de la relaciébn peso del

higado/peso corporal y los niveles de las aminotransferasas ALT y AST. El grupo
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tratado con fructosa desarrollo hipertrofia del higado en comparacién con el grupo
control y los niveles de ALT y AST rebasaron los niveles permitidos
respectivamente; esto representa un dafio hepatico considerable y puede llegar a
producirse la EHGNA segun lo reportado por Senaphan y colaboradores (2017),
detallaron que al ingerir fructosa en una cantidad mas elevada a la normal los
niveles de ALT, AST vy triglicéridos se ven alterados, esto se comprueba en el

presente trabajo.

La concentracion de 30 mg/kg del extracto etandlico de H. excelsa no fue capaz de
disminuir la hipertrofia provocada por el consumo de fructosa, pero si restauro los
niveles de ambas aminotransferasas a valores aceptables, en cambio la
concentracion de 100 mg/kg del extracto evitd la hipertrofia del dérgano. En
comparacion con la silimarina la cual esta reportada como tratamiento alternativo
para atenuar patologias hepéaticas, se necesité de una concentracion de 300 mg/kg
para producir un efecto que disminuyera la hipertrofia y no logré mostrar diferencias

significativas en los niveles de ALT y AST (Prakash et al., 2014).

En otro estudio que reportdé Merino y colaboradores en el 2014, evaluaron el efecto
del extracto de Psacalium decompositum, logré disminuir los niveles de las dos
aminotransferasas, pero no mencionaron si puede prevenir la hipertrofia hepatica.
Por lo anteriormente mencionado es posible atribuir un efecto hepatoprotector al
extracto etandlico de H. excelsa.

El tratamiento con la vitamina E presentd un efecto hepatoprotector al reducir la
hipertrofia y mantuvo en concentraciones normales los niveles de ALT y AST,
corroborando el estudio que elaboré Faure y colaboradores en 1997, reportan un
efecto benéfico a nivel local en el higado y a nivel sistémico en las concentraciones
de triglicéridos en el plasma sanguineo con la administracion de vitamina E en

animales alimentados con alta dosis de fructosa.
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Las enzimas antioxidantes son el producto evolutivo devenido con la necesidad de
la asimilacion del oxigeno por parte de los organismos eucariontes, las mas
importantes que participan en la defensa antioxidante son la catalasa, la glutation
peroxidasa y la superoxido dismutasa (Benitez, 2006). Existen evidencias que
sugieren la participacion del estrés oxidativo crénico y la disminucion de estés
enzimas en la progresion de la EHGNA vy fibrosis, por lo cual es importante evaluar

la actividad antioxidante (Loza, 2003).

Se han reportado estudios que informan una sobreproduccién de EROs y radicales
libres en ratas alimentadas con una dieta elevada en fructosa y una disminucion de
la actividad antioxidante de las enzimas catalasa, glutation peroxidasa y superéxido
dismutasa (Aidyn et al., 2014; Zhang et al., 2013). Esta disminucidén se observa en

el presente trabajo.

El extracto etandlico de H. excelsa tiene la capacidad para contrarrestar y alcanzar
niveles normales de la actividad antioxidante enzimatica comparado con los trabajos
de Ajiboye y cols, quienes en el 2015 y 2017 mencionaron que los extractos de
Hunteria umbrellata e Hibiscus sabdariffa atentan el estrés oxidativo y restauran la
actividad enzimatica siendo una alternativa de tratamiento para disminuir las
patologias del SM. Mencionado lo anterior el extracto etandlico de H. excelsa puede

ser considerado como antioxidante y una alternativa para el SM.

Los resultados que se reportan en el presente estudio sobre el efecto antioxidante
bioguimico en un modelo de SM inducido por fructosa no tienen antecedente alguno.
El tratamiento con la administracion de la vitamina E no mostré mejoria alguna en
los niveles de las tres enzimas antioxidantes en comparacion con el grupo tratado

Unicamente con fructosa.

Los tratamientos con la vitamina E y las dos concentraciones del extracto etanélico
de H. excelsa (Figura 15 C, D, E) respectivamente, lograron contrarrestar los efectos
producidos por la ingesta de la dieta alta en fructosa sobre la ultraestrcutura
hepatica (Figura 15 B).
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Este efecto se debe a la actividad antioxidante in vivo que presentaron los
tratamientos al restaurar los niveles de las enzimas antioxidantes: catalasa,
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa. Loza (2003), demuestra que la
actividad antioxidante de las enzimas anteriormente mencionadas se encuentra
disminuida drasticamente en la EHGNA y que un tratamiento alternativo para esta
patologia puede ser la administracion de extractos herbales para restaurar dicha

actividad antioxidante.

Los resultados histologicos que se presentan en este trabajo bajo los diferentes
tratamientos demuestran un efecto hepatoprotector del extracto etandlico de H.
excelsay la vitamina E al restaurar el tejido hepatico y la produccién de hepatocitos;
en comparacion con el reporte de Ugaz y cols (2012), ellos evaluaron el efecto
hepatoprotector del extracto de Gentianella alborosea en un modelo de EHGNA
inducida por dieta elevada en fructosa, obteniendo resultados negativos y sin poder
atribuirle algun efecto hepatoprotector al extracto evaluado. Por lo anteriormente
mencionado podemos aseverar que el uso de H. excelsa puede ser considerada un

tratamiento alternativo para la EHGNA.
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CONCLUSIONES

>

El extracto etandlico de H. excelsa presenta saponinas, terpenos, fenoles y
triterpenos.

El extracto etandlico de H. excelsa presento actividad antioxidante in vitro
frente a los radicales DPPH*®, ABTS**y en la reduccion férrica.

El extracto etandlico de H. excelsa tuvo un efecto anti obesidad, hipotensor
arterial e hipotrigliceridémico en el modelo de SM inducido por fructosa.

El extracto etandlico de H. excelsa logré disminuir la concentracion de
lipoproteinas y aminotransferasas en el organismo a valores aceptables.

El extracto etanolico de H. excelsa mostro actividad antioxidante in vivo al
proliferar la actividad de las enzimas: catalasa, superoxido dismutasa y
glutatién peroxidasa en homogenizados de higado.

El andlisis histologico demostré la actividad antioxidante in vivo del extracto
etandlico de H. excelsa restaurando el tejido hepéatico.

Los resultados permiten considerar al extracto etandlico de H. excelsa como
una alternativa para el tratamiento del sindrome metabdlico y la enfermedad

del higado graso no alcohdlico.
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ANEXOS
A) Método de maceracion.

El método de maceracion consistié en colocar la corteza seca y fragmentada en un
matraz y se le adicion6 la cantidad de solvente apropiada la cual depende del
extracto que se quiere obtener. En el presente trabajo se utilizé etanol (C2HsOH) al
70%. Se dejo en reposo durante 72 horas. Posteriormente el extracto se filtré y el
exceso de solvente se destil6 a presion reducida en un rotavapor (Dominguez,
1973).

B) Reaccion de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

Se determind la cantidad de fenoles totales observando el cambio de color del
reactivo Folin-Ciocalteu de amarillo, que en presencia de un fenol se torno al azul.
Se prepard una curva de calibracion con acido gélico a partir de una solucién
estandar con una concentracion de 0.2 mg/mL, se tomaron las alicuotas
correspondientes para obtener diferentes concentraciones de &cido gélico
(0,0.02,0.04,0.06,0.08,0.1 y 0.12 mg/mL) para un volumen final de 1mL (se afiadi6
agua), en el caso del extracto se prepard una solucion estandar de la muestra con
una concentracion de 0.02 mg/mL. Se transfirieron 300 uL de cada una de las
concentraciones (acido gélico y sustancia a evaluar) a tubos con 1800 uL de agua
destilada, posteriormente se adicionaron 150 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu a

cada tubo.

Después de cinco minutos de incubacion, se afiadieron 450 uL de una solucién de
Na2COs (200 g/L) y agua hasta completar un volumen final de 3000 pL. Los tubos
se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente y cada concentracion se
determind por triplicado. Terminado el tiempo de reaccion se leyo la absorbancia a
760nm, finalmente a los datos obtenidos de la curva patrén y el extracto se les aplico
un analisis de regresion lineal y la absorbancia de la muestra experimental se
interpold. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido

galico por gramo de extracto seco.
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C) Reaccién con el radical 2,2 -azino-bis (3-etil benzotiazolin-6 sulfonato
de amonio [ABTS**]) (Método modificado de Re et al., 1999).

Se evalud la cuantificacion de la decoloracion del radical cationico ABTS** el cual
es un cromaforo color verde-azulado estable que absorbe a una longitud de onda
de 734nm. El radical ABTS** se produjo utilizando una mezcla de reaccion la cual
contuvo solucion de ABTS** (7TmM7/L) y solucion de persulfato de potasio (2.45
Mm/L) en agua destilada. La solucion de trabajo se prepar6 mezclando las dos
soluciones stock en cantidades iguales y se dej6 16 horas a temperatura ambiente
en obscuridad. Se elabor6 la disolucion del ABTS** mezclando 1mL de solucion
ABTS** con 60 mL de metanol para obtener una absorbancia de 0.7 a 734nm.
300 pL de la muestra de del extracto a las concentraciones (0, 10, 20, 30, 40, 50,
60y 70 ug/mL) y del estandar de referencia el cual fue Trolox preparado con metanol
al 80% a las concentraciones (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12y 14 ug/mL), se hicieron reaccionar
con 2700 uL de la solucion ABTS** en tubos de ensaye. Posteriormente se permitio
la reaccion en la obscuridad durante 7 minutos a temperatura ambiente. Para
finalizar se leyé la absorbancia de las mezclas de reaccion a 734nm. El porcentaje

de reduccién del radical ABTS** se calculd con la férmula:

» Ac — Am
% reduccion = i x 100

Ac= media aritmética de la absorbancia control.

Am= la media aritmética de la absorbancia de la muestra
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D) Reaccion del radical 2,2-difenil-picril-hidracilo (**) (Método modificado
de Murillo, 2006)

Esta reaccion de 6xido-reduccion del radical DPPH* el cual se reduce al aceptar un
electron de la sustancia antioxidante, se pudo observar por el cambio de color de
violeta intenso a amarillo. Se utiliz6 como control positivo quercetina a las
concentraciones de: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 ug/mL. En el caso del extracto
se ocuparon las concentraciones de: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pg/mL.
En una placa de 96 pozos se afiadieron por triplicado 50uL de los compuestos
problemas posteriormente se adicionaron 150 uL de la solucion metandlica del
DPPH?®, la placa se incub6 en la oscuridad y se mantuvo en agitacion constante
durante 30 min a 37°C; una vez transcurrido el tiempo la placa se midi6é a 515nm en
un lector de ELISA. Por ultimo, se determiné el porcentaje de decoloracion del

DPPH?-* correspondiente al porcentaje de reduccion con la siguiente ecuacion:

% reduccion = ( ) * 100

Dénde: C= Absorbancia del control DPPH*®; E= Absorbancia del experimental

(Mezcla DPPH* + compuesto problema)

Poder antioxidante de la reduccion férrica (FRAP) la cual determina la capacidad

antioxidante de manera indirecta.

E) Poder antioxidante de la reduccion férrica (FRAP) (Método modificado
de Benzie y Strain, 1996).

En esta reaccion el complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) el cual es
incoloro fue reducido al complejo ferroso coloreado. Se trata de un método
espectrofotométrico ya que se midi6 la absorbancia del Fe*2. De tal manera que
cuanto mas antioxidante sea la sustancia mayor fue la reduccion y aumento la

concentracion de Fe*? y se presentd una mas alta la sefial de la absorbancia.
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Para esté ensayo se prepararon las siguientes soluciones:

a) 300mM de amortiguador de acetato pH 3.6 (Acetato de sodio
trinidratado/acido acético glacial).

b) 10mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) en 40mM de HCI.

c) 20mM FeCls.

Las soluciones descritas se mezclaron en una relacién a:b:c 10:1:1 (v/v/v) para
obtener la mezcla de reactivos FRAP, la cual se mantuvo durante todo el proceso
en un bafo a 37°C. En tubos de ensaye se adicionaron 286 uL de las muestras de
referencia las cuales fueron: trolox a las concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30
ug/mL para la elaboracion de la curva patron y del extracto 0.1mg/mL;y 2714 ulL de
reactivo FRAP para obtener un volumen final de 3000 pL. Los tubos de ensaye se
incubaron 10 minutos a temperatura ambiente y se leyeron a una absorbancia de
593nm. La absorbancia final de la muestra se compardé con la curva patron de trolox.
Los resultados se expresaron como ug equivalentes de trolox por gramo de muestra

fresca.
F) Catalasa (Método de Aebi H. 1983)

La catalasa consume el peréxido de hidrégeno y forma en su lugar agua y oxigeno.
Esto se observo como la disminucion de la absorbancia de una muestra a 240nm,
contra el tiempo. Se determind la absorbancia en intervalos de 15 segundos, a partir

de la adicion de la muestra.

El espectrofotdmetro se ajustd a cero con el amortiguador de fosfatos 66.6mM, pH
7.0, posteriormente se agregé a una cubeta de cuarzo 1 mL de peroxido de
hidrégeno, mas 10 uL de la muestra y se registré la absorbancia cada 15 segundos
a partir de la adicion de la muestra. Se calcul6 la desaparicion del perdxido de
hidrogeno utilizando el coeficiente de extincion molar del perdoxido de hidrégeno:
e=40/M cm a 240nm. Se corrige por concentracion de proteinas en la muestra y se
reporté como Ul/mg proteina. Una Ul equivale a 1.0 umol de peroxido de hidrogeno

consumido por minuto.
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G) Glutation peroxidasa (Método de Paglia y Valentine, 1967).

La reaccion se lleva a cabo cuando el glutation peroxidasa consume glutation y
como cofactor oxida NADPH, esta reaccion se acopla con la reaccion de la glutation
reductasa la cual genera el cofactor. La reaccidn se vuelve ciclica, y la diferencia en
la absorbancia a 340nm entre los 2 y 4 minutos de reaccion es proporcional a la
actividad del glutation peroxidasa presente.

Alternativamente, se puede mezclar previamente el amortiguador, el NADPH, el
glutatién reductasa, la azida de sodio y el GSH, y de esta mezcla agregar 2.8 mL a

la cubeta, después de mezclar la muestra con el reactivo de Drabkin.

La reaccion se inici6 con 100 pL de peréxido de hidrégeno, se registré la
absorbancia al inicio a los dos y cuatro minutos. Se obtuvo la diferencia entre las
lecturas a los dos y los cuatro minutos y se definié una Ul como la desaparicion de

1 umol de NADPH por minuto por miligramo de proteina.
H) Superoxido dismutasa (Método de Beauchamp y Fridovich, 1971).

La xantina oxidasa reduce el nitroazul de tetrazolio, transfiriendo electrones desde
el i6n superdxido a la xantina. La adicion de superoxido dismutasa o extracto
biolégico donde se encuentra la actividad enzimatica inhibira la transferencia y

disminuira la reduccién de nitroazul de tetrazolio, en medio alcalino.

Para llevar a cabo la reaccién se necesito la mezcla con la concentracion de xantina
gue a una absorbancia de 560nm se acerque a 0.15 y para elaborar la curva de la
muestra experimental se afiadieron a los tubos de ensaye 2 mL de la mezcla de
reaccion y de la muestra experimental 2 uL mas el volumen de la xantina. Al final se
obtuvieron las unidades McCord-Fridovich las cuales son las cantidades de proteina

gue inhibe en un 50% la reduccién de NBT.



I) Técnica de Hematoxilina — Eosina.

DESPARAFINAR.

1. Xilol =5 minutos
2. Xilol = 5 minutos.

HIDRATAR
3. Alcohol etilico absoluto — 3 minutos
4. Alcohol etilico al 96 % — 3 minutos
5. Alcohol etilico al 90 % — 3 minutos
6. Alcohol etilico al 80 % — 3 minutos
7. Alcohol etilico al 70 % — 3 minutos

8. Agua corriente — 3 minutos
TINCION NUCLEAR

9. Hematoxilina de Harris — 7 minutos

Villafuerte Anaya, 2018.

10. Agua corriente — lavar (hasta quitar el exceso de colorante)

DIFERENCIAR

11. Alcohol acido al 1% - paso rapido
12. Agua corriente — lavar
VIRAR

13. Agua amoniacal — hasta virar a azul
14.Agua corriente — lavar
TINCION CITOPLASMICA

15. EOSINA — 5 minutos
DESHIDRATAR

16. Alcohol etilico al 96% - 30 segundos
17.Alcohol etilico absoluto — 3 minutos
18. Alcohol etilico absoluto — 5 minutos
19. Xilol = 5 minutos

20. Xilol = 5 minutos

21.Montar con resina
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